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本 学 位 論 文 は 、 以 下 の 原 著 論 文 を基 に 作 成 され 、
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コ ン カ ナ バ リ ンA(ConA)は タ チ ナ タ マ メ な ど に 含 ま れ る 分 子 最104,000の糖
結 合 性 タ ン パ ク 質(レ ク チ ン)で あ り 、4吊 体 の 各 サ ブ ユ ニ ッ トに1箇 所 の 糠 結 合
部 位 を 有 し 、α 一D一グ ル コ ー ス 残 基 お よ び α一D一マ ン ノ ー ス 残 某 と 可 逆 的 に 結 合 す る
こ と が 知 られ て い る[1](Figure1)。本 研 究 で は こ のConAを 川 い た 交 互 累 積 膜 お
よ び 複 合 体 の 調 製 と そ れ ら の 糖 応 答 性 に つ い て 調 査 し 、 特 に グ ル コ ー ス(Glu)の
検 出 に つ い て 検 討 し た 。
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ConcanavalinASugar
FigureLComplexationbetweenconcanavalinAandsugar.
ConAを 利 用 したGluの 検 出 に つ い て 述 べ る 前 に 、ConA以外 の材 料 を利 用 した
Glu検出 法 に つ い て 記 して お く。最 も代 表 的 なGluの 検 出 法 に グル コ ー ス 酸 化 酵 素
(GOD)の よ うな 酵 素 を利 用 した方 法 が あ る 。 酵 素 をGluの 認 識 材 料 と して 用 い
る こ と に よ り高 い 選 択 性 と、 よ り検 出 しや す い 化 合 物 へ の 変 換 効 果 が 得 られ る。
こ の 場・合 の測 定 原 理 は 、GODがGluを 酸 化 して グル コ ン酸 に 代 謝 す る反 応 を触 媒
し、 この と き 同 時 に生 成 され るH202濃 度 を測 定 す る こ と に よ りGluを 検 出 す る 。
H202は反 応 性 が 高 く さ ま ざ ま な 方 法 で 測 定 す る こ とが で き る がGODを 電 極 に 固
定1ヒした 場 合 は 、H202を電 極 表 面 で酸 化 して 得 られ る応 答 庵 流 か らGluを 竜 流 信
号 と して 検 出 す る こ とが で き る[2,3】(Figure2)。こ の よ うな ア ンペ ロ メ ト リ ッ ク
方 式 の 検 出 方 法 は 、 装 置 の 構 造 が 単 純 で 高 い 感 度 を示 す こ とや 応 答 速 度 が 速 い こ
とな どの 理 山 か ら広 く用 い れ[4,5]、市販 され て い る 血 糖 値 測 定 用 の グル コ ー ス セ
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ン サ ー の 多 く も こ の 方 式 を 採 用 して い る 。 しか し、H202を電 極 で 酸 化 す る 場 合 に
は 血 中 に 存 在 す る ア ス コル ビ ン酸 や 尿 酸 な どの 妨 害 物 質 の 影 響 を 受 け て しま うた
め に 正 確 にG}u濃 度 を 測 定 す る こ とがli-Dkい。 この た め 、 こ の 欠 点 を改 善す るた
め に フ ェ リシ ア ン 酸 イ オ ンや フ ェ ロ セ ン な どの 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を利 川 す
る方 法[6-8]および 妨 害 物 質 の 透 過 を 制 限 す る薄 膜 を 処 理 す る方 法[9,10]tsどの研







ま た 、GODに よ っ て 生 成 す るH202と 反 応 し て 呈 色 や 発 光 す る よ う な 色 素 と 組 み
合 わ せ てGluの 検 出 に 利 用 す る 方 法 も あ る 。 例 え ば 、TMBZ
(3,3「,5,5暫一Tetramethylbcnzidinc)やDA67は無 色 分 子 で あ る が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の
存 在 下 でH202と 鋭 敏 に 反 応 し、 そ れ ぞ れ655nmお よ び665nmに 吸 収 極 大 を も つ
色 素 を 形 成 す る[ll,12](Figure3)。こ れ ら の 色 素 と と も にGODを 固 定 化 す る こ
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Figure3.AschemeofTMBZandDA67reactions.
GODか ら補 酵 素 で あ る フ ラ ビ ン ア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ チ ド(FAD)を 取 り除 い た
Apo-GODや、 グル コー ス 脱 水 素 酵 素(GDH)か らニ コチ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク
レオ チ ド(NADP)を 取 り除 い たApo-GDHな ど の ア ポ 酵 素 類 もGluの 認 識 材 料 と
して 利 用 され て い る[13,14]。これ らのApo-GODお よびApo-GDHを 含 む 水 溶 液 に
ANS(8-Anilino-1-naphthalenesulfonicacid)を710える と、 疎 水 的 相 互 作 川 に よ っ て
酵 素 の 触 媒 ポ ケ ッ ト内 にANSが 取 り込 まれ る。 こ こ にア ポ 酵 素 と よ り強 く結 合 す
るGluを 加 え る と ポ ケ ッ ト内 でANSと 置 換 し、ANSは 水 溶 液rPに追 い 出 され る た
め蛍 光 強 度 が 変 化 す る(ANSは 周 囲 の環 境 が 疎 水 的 条 件 か ら親 水 的 条 件 に 変 化 す
る と蛍 光 強 度 が 減 少 す る)。 こ の 蛍 光 強 度 の 変 化 量 は 濃 度 依 存 的 で あ る た め にGlu
を 定 量す る こ と が 出 来 る。 これ らの ア ポ 酵 素 は ポ ロ酵 素 に 比 べ てGluと の特 異 性
は低 下 す る も の の 触 媒 能 力 を 持 た な い た め 酵 素 反 応 を 利 用 した 場 合 とは 異 な る 可
逆 的 結 合 に 基 づ く検 出 とな る 。 生 休 中 の 酵 素 種 は 多1岐に わ た る た め 、 ア ポ 酵 素 を
利 用 した セ ン シ ン グ はGlu以 外 の 基 質 の 検 出 を 設 計 す る 上 で も興 味 深 い 材 料 で あ
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る とい え る。
酵 素 を 利 用 したGluの 検 出 は 高 選 択 的 か つ 高 感 度 で あ る が 、 タ ンパ ク質 で あ る
た め に 安 定 性 に 問 題 が あ る。 そ こ で 、 フ ェ ニル ボ ロ ン 酸(PBA)を 利 用 したGlu
の 検 出 が 開 発 され た[15,16]。PBAはGluなどの 糖 類 が 持 つ1,2一ジ オ ー ル お よび1,3一
ジ オ ー ル と可 逆 的 に結 合 す る性 質 を もっ(Figure4)[17,18」。 低 分 子 化 合 物 で あ る
PBAを 川 い る利 点 と して 、 酵 素 に 比 べ て 非 常 に 安 定 で あ る こ とや 機 能 性 誘 導 体 を










この よ うな理 由 か ら、PBA色 素 が 多 数 合 成 され 分 光 学 的 なGluの 検 出 が 報 告 さ
れ て い る(Figure5)[19-25】。PBA色 素 はGluと 結 合 す る こ と に よ りB原 子が 電 子
過 剰 状 態 に な り色 素 の 発 色 団 に影 響 を与 え る た め色 調 が 変 化 す る。 しか し、 これ
らのPBA誘 導 体 のGlu特 異 性 は 酵 素 に く らべ て 非 常 に小 さ い こ とか らGlu以 外 の
ジ オ ー ル 部 位 を持 つ 分 子 の影 響 も大 き く受 け て しま う。 こ の た め 一・一分 子 内 に複 数
のPBAを 立 体 制御 して 配 置 した化 合 物 を デ ザ イ ンす る こ と に よ りGluの 認 識 能 力


































GODやPBAを 利 用 した 構 造 色 に よ るGlu検 出 も報 告 され て い る。 例 え ば 、pH
に 応 答 す るポ リイ ソプ ロ ピル ア ク リル ア ミ ド・ア ク リル 酸 共 重 合 ゲ ル にGODを 包
括 固 定 して 調 製 したGlu応 答 性 ゲ ル は 、 ゲル 内 にGluが 取 り込 ま れ 酵 素 反 応 に よ
っ て グル コ ン酸 が 生 成 され る と ゲル 内 のpHが 低 下 す る た め ゲ ル は 収 縮 す る 。こ の
体 積 変 化 か らGluを 検 出 す る こ とが で き る[26]。この よ うなGlu応 答 ゲ ル を ナ ノ メ
ー トル レベ ル で 均 一 な 球 状 粒 子 の コ ロイ ド結 品 を 鋳 型 に 調 製 し粒 子 を 除 去 す る と、
ゲ ル の 膨 潤 度 の 変 化 に 伴 っ て 屈 折 率 が 可 視 光 の ス ケ ー ル で 変 化 す る(構 造 色)こ
とか らGlu濃 度 に 応 じて 色 調 変 化 す る ゲ ル を 作 製 す る こ とが で き る 【27】。 同 様 に 、
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PBAを 用 い て 構 造 色 変 化 を利 用 した もの も報 告 され て い る[28-31】。
先 に も述 べ た が 、 本 研 究 で はConAを 認 識 材 料 と して 利 川 したGiuの 検 出 方 法
につ い て 検 討 したeレ ク チ ン で あ るConAを 利 川 す る こ と で 酵 素 を利 川 した場 合
に 見 られ る よ うな 高 選 択 性 が期 待 で き る。ま た 、ConAと 糖 類 は ・∫逆 的 に 結 合 す る
た めPBAの よ うなGluと の 競 合 的 作 川 に も とつ い た 検 出 とな る。
これ ま で 、ConAに よ る糖 類 検 出 は 分 光 学 的 方 法 を 中 心 に報 告 され て い る。近 年
開 発 され た 例 と して 、ConAの 糖 結 合 部位 の 近 くに位 置 して い る トリプ トフ ァ ン
100やリジン101に 光 ア フ ェニ テ ィラベ ル 化 法 な どの方 法 で ダ ン シル 基 や フル オ レセ
イ ン な どの 環 境 応 答 性 蛍 光 色 素 を 導 入 す る こ とに よ り糖 の 結 合 を 蛍 光 強 度 と波 長
の 変 化 で 検 出 す る こ とに 成 功 して い る[32-35】(Figurc6)uConAの糖 結 合 部位 近 く
に 修 飾 され た これ らの 蛍 光 色 素 は 疎 水 的 な相 互 作 用 に よ っ てConAの 中 に 入 り込
む が 、 よ り強 く結 合 す るGlu分 子 が 接 近 す る と色 素 は 置 換 され てConA外(水 溶
液 中)に 追 い 出 され る た め 蛍 光 特 性 が 変 化 す る こ とを 利 用 して 検 出 す る 。 ま た 、
これ らの 反 応 で は 同 時 に 消 光 試 薬 を 川 い る こ とで 大 き な 蛍 光 変 化 が 得 られ 目視 に
よ る検 出 が 可 能 と な る[33]。しか し、ConAは 単糖 類 の 検 出 よ りも 、む しろ他 種 の
レク チ ン(WGA,GSL-2,AAL,UEA-1,GSL-1)と組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、糖 鎖
認 識 特 性 を 利 用 した 細 胞 お よ び ウイ ル ス(AJSS、influenza、E-coli、0-157ctc)の
































しか し、 これ らの 蛍 光 色 素 のConAへ の 修 飾 は複 雑 な化 学 反 応 が 必 要 で あ りタ
ン パ ク 質 の 変 性 に 伴 う活 性 低 下 の 危 険 性 が あ る た め で き る だ け 避 け る べ き で あ る。
そ こ で 、 著 者 はConAと 糖 ポ リマ ー の 特 異 的 な結 合 を 利 用 す る こ とに よ り、 簡 便
な操 作 や 最 低 限 の 修 飾 反 応 で のGluの 検 出 系 の 確 立 を 目指 した 。
初 め に 、ConAと糖 ポ リマ ー を川 い た 交 互 累 積 膜 を作 製 し塘 類 に 対 す る応 答 性 を
調 査 した。 次 に 、 環 境 応 答 性 の 蛍 光 色 素 を修 飾 したConAと 糖 鎖 の 形 成 す る 複 合
体 を利 川 したGluの 蛍 光 検 出 を検 討 した 。 最 後 に 、 この 複 合 体 を ミク ロカ プ セ ル
に封 入 す る こ と に よ り く り返 し利 用 の 可 能 性 を検 討 した 。
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第2章 コ ン カ ナ バ リンA/糖 ポ リマ ー 交 互 累 積 膜 の 調 製 と糖 応 答 性
2-1緒 言
交 互 累 積 膜 法 は 薄 膜 作 製 方 法 の ひ と つ で 、 適 当 な 基 板 を ポ リカ チ オ ン とポ リア
ニ オ ン の 溶 液 に 交 互 に ひ た す こ と に よ り静 電 的 相 互 作 用 に よ っ て基 板 表 面 にナ ノ
メ ー ター レベ ル の 多 層 膜 を 作 製 す る こ とが で き る[36-39](Figure7)。多 層 膜 形成 の
駆 動 力 と して 静 電 的 相 互 作 用 の他 に も抗 原 一抗 体 結 合[40】や ア ビジ ン ビーオ チ ン結 合
[41】な ど の 生 物 学 的 な 親 和 性 お よび ポ リメ タ ク リル 酸 一 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン 問
に 見 られ る水 素 結 合[42]などの 弱 い結 合 を 利 用 す る こ と もで き る 。 こ の 方 法 は 、薄
膜 を構 成 す る 材 料 を 自 山 に選 択 で き る こ とや 特 殊 な 技 術 や 装 置 を 必 要 と しな い こ
とな ど の利 点 が あ る た め1隔広 い 分 野 で 用 い られ て い る 。 こ の よ うに して 、 合 成 高
分 子[43,44]、タ ンパ ク 質[45-47]、DNA[48-50]、ナ ノ微 粒 子[51-54]など さ ま ざ ま な
材 料 か ら交 互 累 積 膜 が 調 製 され 、光 学 お よび 電 気 化 学 セ ンサ ー の 表 面 修 飾[55-59]、
選 択 透 過 性 を 利 用 した 分 離 精 製[60-62]、タ ン パ ク質 ナ ノ ア ー キ テ ク チ ャ ー の 構 築








そ こで 、著 者 はConAと グ リコ ー ゲ ン(Gly)に よ り糖 の刺 激 に 応 答 して 分 解 す
る 累 積 膜 の 作 製 を 試み た 。GlyはGluユ ニ ッ トが 連 な っ た 糖 鎖 で あ りConAと 特
異 的 に 結 合 し凝 集 す る こ とが 知 られ て い る[73】。 す で に 、著 者 が所 属 す る研 究室 で
は 酵 素 や ア ビジ ンな どの塘 タ ンパ ク質 とConAと の特 異的 結 合 を利 用 した交 互 累積 膜
を調 製 し撮 告 して い る[74-77]。特 に 、GODを この 方 法 で需 極hに 固 定化 した 場 合 は
Gluの応 答電 流 が得 られ るた め グル コー ス セ ンサ ー の 作製 に成 功 して い る。こ の た め 、
ConA-Gly結合 か ら も交 互 累 積 膜 を 作 製 す る こ とが で き る と考 え た。
さ らに 、 こ の 結 合 は 可 逆 的 で あ る こ とか ら、 この 累 積 膜 にGluを 添 加 す る こ と
に よ っ て 累 積 膜 内 部 でConAと 結 合 して い るGlyがGluと 置 換 す るた め 、Con





本 研 究 で は 、 初 め にConAとGlyを 用 い 、 次 に デ キ ス トラ ン(Dext)や 糖 が 修
飾 され た 合成 高 分 子 を 用 い て 調 製 した 交 互 累 積 膜 に つ い て 調 製 条 件 や 糖 応 答 性 を
紫 外 可 視 分 光 法 や 水 晶 振 動 子 ミ ク ロバ ラ ン ス(QCM)法 か ら 詳 細 に 検 討 した 。 ま
た 、 これ らの 累 積 膜 を 川 い たGlu検 出 の応 用 例 と して 、 電 気 化 学 的 マ ー カ ー で あ
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るFcを 化 学 的 に修 飾 したGly(FcGly)を合 成 し 、FcGlyとConAの 累 積 膜 を 使
っ て糖 の 電 気 化 学 的 検 出 を試 み た 。 電 極 表 面 に被 覆 され たConA/FcGly累積 膜 は
Gluによ っ て 分 解 しFcGlyが電 極 上 か ら脱 離 す る こ と に伴 いFcの 応 答 電 流 が 減 少
す る こ とを 利 用 してGluを 検 出 す る。
2.2実 験 方 法
試薬
ConA(フ ナ コ シ)、Gly(東京 化 成)、Dext(東京 化 成)、 糖 修 飾 ポ リ マ ー(PV・・MA、
PV-MEA、PV-G)(和 光)、 そ の 他 の 試 薬 類 は 市 販 品 を そ の ま ま 使 川 し た 。 緩 衝 液
はTris-HCI緩衝 液(O.lM、pH7.4、lmMMnC12とlMCaC12を 含 む)を 使 用 し た 。
フ ェ ロ セ ン(Fc)を 修 飾 し たGly(FcGly)はFigurelOのよ う に して 合 成 し た 。 ま
ず 、エ チ レ ン ジ ア ミ ン(2.5mL)と フ ェ ロ セ ン ア ル デ ヒ ド(O.89)を メ タ ノ ー ル(60
mL)に 溶 解 し2時 問 室 温 で か く挫 し た 。 そ の 後 、 反 応 溶 液 を 氷 冷 し な が らNaBH4
(o。3g)加え て シ ッ フ 塩 基 を 還 元 して 化 合 物1を 合 成 した 。 次 に 、Gly(o」g)と
NaIO4(13.2mg)を蒸 留 水(100mL)に 溶 解 し2時 間 か く拝 し た 。 こ の 溶 液 に 化 合
物1(63.7mg)とNaCNBH3(20mg)お よ び リ ン 酸 緩 衝 液(20mL、O.5M、pH5.0)
を 加 え さ ら に24時 間 反 応 さ せ た 、 フ ェ ロ セ ン 修 飾 グ リ コ ー ゲ ン(FcGly)を 合 成
した 。FcGlyは蒸 留 水 で2日 間 透 析 す る こ と に よ り精 製 し たv化 合 物1の モ ル 吸 収
係 数(4,600M'1cm-1at250nm)からFcの 修 飾 率 を 計 算 す る と4.3%(Glu単 位 に


























































































紫 外 可 視 吸 収 ス ペ ク トル の 測 定 はUV-3100PC分 光 光 度 計(島 津)で 行 っ た.竃
気 化 学 測 定(サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リ ー:CV)はALSmode1660B(BAS)を 使
用 し 、 作 用 電 極(WE)に グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン 電 極 、 参 照 電 極(RE)にAg/AgCl
(3MKC1)お よ び 対 極(CE)に 白 金 線 を 用 い た 三 電 極 系 で 測 定 し た 。 交 互 累 積 膜
の 評 価 は440EQCM(BAS)を 用 い 水 品 振 動 子 ミ ク ロ バ ラ ン ス(QCM)法 に て 評 価
し た 。 使 用 し た 水 品 振 動 子 は 面 積 が0」96cm2の 金 薄 膜 を 被 覆 した 水 品 振 動 子 を 使













ConAと 糖 ポ リマ ー の 累 積 膜 の 作 製 方 法
ConAと 糖 ポ リマ ー の 交 互 累積 膜 は 以 下 の方 法 で 作 製 した。まず 、累積 膜 を 作 製
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す る基 板 をConA溶 液(100μgmUi)に30分 間 ひ た して1層 日のConAを 吸 着 さ
せ た 後 、 蒸 留 水 に5分 問 ひ た す こ とに よ り弱 く結 合 したConAを 洗 浄 した 。 次 に
糖 ポ リマ ー の 溶 液(100μgmL-1)にひ た して表 面 に 吸 着 させ 、 同様 に 蒸 留 水 に5
分 間 ひ た す こ とに よ り弱 く結 合 した 糖 ポ リマ ー を洗 浄 した 。 こ の 操 作 を く り返 し
行 うこ と に よ りConA一糖 ポ リマ ー の 交 互 累積 膜 を積 層 した 。 薄 膜 を積 層 す る基 板
と して 不 英 板(5×1×0.1cm)、QCM測 定 用 の 金 被 覆 水 晶振 動 子 お よび グ ラ ッシ ー
カ ー ボ ン篭 極 を使 用 し た 。 石 英 板 は 、加 熱 乾 燥 後 に ジ ク ロ ロ ジ メ チ ル シ ラ ン(脱
水 トル エ ン の10%溶 液)に12時 間ひ た して 表 面 を 疎 水 化 した 。 ま た 、 グ ラ ッシ ー
カ ー ボ ン電 極 は ア ル ミナ で 研 磨 し表 而 を清 浄 化 した 。 全 て の 実 験 は 室 温(お よ そ
20℃)で 行 っ たv
2-3結 果 と 考 察
ConAとGlyを 使 用 した 累 積 膜 の 調 製 と糖 に よ る分 解
ConAとGlyの 結 合 を利 用 した 累 積 膜 は す で にY.Lvovら に よ っ て 報 告 され 、
QCM法 に よ る 重 量 分 析 法 に よ っ て 詳 細 に調 査 され て い る(こ れ らの 報 告 で は糖 に
よ る累 積 膜 の 分 解 特 性 は 検 討 して い な い)[78,79]。そ こで 、 著 者 は 不 英 基 板 上 に
ConAとGlyの 累 積 膜 を 作 製 し分 光 学 的 手 法 か ら調 査 した。
Figure12aはConAとGlyの溶 液 に 石 英 基 板 を く り返 しひ た した と き の 各 操 作
後 の 吸 収 ス ペ ク トル で あ る。ConA由 来 の280nmの 吸 収 が 積 層 操 作 ご と に増 加 し
て い る こ とか ら、 分 光 学 的 手 法 か ら もConA/Gly累積 膜 の 形 成 が 確 認 で き た 。 ま
た 、 こ の と きConA溶 液 中 に10mMのGluを 共 存 させ て 同 様 に 積 層 操 作 した 場 合
は280nmの 吸 収 は増 加 す る こ と は な く累 積 膜 は形 成 し な か っ た(Figure12b)。こ
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れ は 、ConAの 糖 結 合 部 位 が 溶 液 中 のGluに よ っ て 占領 され て い るた め にCon
A-Gly結合 を 形 成 で き な い た め で あ る。 こ の 結 果 は 、ConAIGIy累積 膜 形 成 の 駆 動
力 が 疎 水 的 吸 着 な どの 非 特 異 的 な 吸 着 で は な く、ConAとGlyの 問 の糖 一レクチ ン
結 合 に よ る も の で あ る こ と を示 して い る(一 層 日の 石 英 板 とConAは 疎 水 的 相 互





































積 層 操 作 ご と のConA吸 着 量 の 吸 光 度28011Mの傾 き か らConAIGIy膜 中 のCon
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Aの 固 定 化 量 を 計 算 し た(Figurel2b)。ConAのモ ル 吸 光 係 数(ε=1.6×105M-lcm'1
at280nm)をも と に 計 算 す る と 固 定 化 量 は1層 あ た り 平 均L4×10'11molcm'2であ
っ た 。 も し、ConAが 隙 間 な く 単 分 子 層 を 形 成 した とす る と 、ConAの 分 子 サ イ ズ
は8.4×78×4.Onm[1]であ る た め 固 定 化 量 はO.5--1.1×10冒11molcm'21ayer'iとな る。
こ れ ら の 数 値 を 比 較 す る とConAの 累 積 膜 中 の 固 定 化 量 は 単 分 子 層 を 形 成 した 場
合 よ り も わ ず か に 多 い こ と が わ か る 。 こ の 理 由 と し て 、Glyは ラ ン ダ ム に 枝 分 か れ
し た 構 造 で あ る こ と か ら 累 積 膜 表 面 か ら飛 び 山 し て い るGly鎖 も 存 在 し 、 そ こ へ
ConAが 立 体 的 に 吸 着 し て い る た め と 考 え ら れ る 。
ConA/Glyの累 積 膜 の 安 定 性 を 評 価 し た 。 ま ず 、ConAIGIy累 積 膜 を 大 過 剰 量 の
緩 衝 溶 液 中(pH6,7,8,ca.20℃)に3時 間 ひ た し た と き の280nmの 吸 光 度 の 変
化 を 調 査 し た(Figure13)。Glu添加 前 のConAIGIy累 積 膜 の 吸 光 度 を100%と し
て 評 価 し た 。ConAIGIy膜をpH7お よ びpH8の 緩 衝 液 に ひ た し た 場 合 の 吸 光 度 は
ほ と ん ど 変 化 な く 、 こ れ ら の 中 性 ～ 弱 ア ル カ リ性 で は 安 定 な 累 積 膜 で あ る こ と が
分 か る 。 しか し 、pH6の 溶 液 に 浸 した 場 合 、280nmの 吸 光 度 は3時 問 で 約20%の
減 少 が 見 ら れ 累 積 膜 か ら のConAの 脱 離 が 確 認 され た 。ConAはpH5--6.7よ り 高
いpHで は4吊 体 を 形 成 し て い る が 、 こ れ よ り低 いpHで は2量 体 と な る こ と が 報
告 さ れ て い る[801。こ の た めpH6の 緩 衝 液 中 で はConAは2量 体 で 存 在 し て い る
と考 え ら れ 、ConA分 子 の 結 合 点 が4か ら2へ と 半 減 す る こ と に よ りGlyと の 結 合





























次 に 、ConAIGIy累積 膜 のGlu応 答 性 を 調 査 した 。 緩 衝 溶 液 に 累 積 膜 を3時 間 ひ
た し た 後 に101nMと な る よ うにGluを 添 加 す る と 、 す べ て の 緩 衝 溶 液 中 で 累 積 膜
の280nmの 吸 光 が 減 少 し た(FigureI3)。こ れ は 、ConAIGIy累 積 膜 がFigurc8の
よ う にGluに よ っ て 分 解 し て い る こ と を 示 し て い る 。 つ ま り、 添 力1】され たGluは
ConA累 積 膜 の 糖 結 合 部 位 で す で に 結 合 して い るGlyと 置 換 し、そ の 結 果 、累 積 膜
形 成 の 駆 動 力 で あ るConA-Gly結 合 が 切 断 さ れ る た め 累 積 膜 が 分 解 し た と 考 え ら
れ る 。 そ こ で 、 こ の 累 積 膜 の 分 解 応 答 がConAと 糖 の 親 和 性 に 基 づ い て い る こ と
を 確 認 す る た め に 糖 種 の 差 異 に よ るConAIGIy累 積 膜 の 分 解 特 性 を 調 査 し た 。
Figure15はConAIGIy累積 膜 を そ れ ぞ れ の 糖 を 含 む 緩 衝 溶 液 に ひ た し と き の280
nmの 吸 光 度 変 化 を 示 し て い る 。グ ル コ ー ス(Glu)、マ ン ノ ー ス(Man)、 メ チ ル α一D一
グ ル コ ピ ラ ノ シ ド(Me-a-Glu)、メ チ ルct-D一マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド(Me-a-Man)、ガ ラ























ConA/Gly累積 膜 の 分 解 はGalを 除 い た す べ て の 糖 類 で 見 られ 、こ れ ら の 分 解 速
度 はConAと 糖 類 と の 親 和 性 の 強 さ に 依 存 し て い た 。 す な わ ち 、Me-a-Manと
Me-a-Gluは1位 が メ チ ル 化 され て い る た めConAと 非 常 に 高 い 親 和 性 を も っ こ と
か ら 添 加 後 の10分 問 で ほ ぼ 完 全 に 分 解 した(Me-a-ManとMe-a-Gluの結 合 定 数 は
そ れ ぞ れ2.1×IO4M'1,4.9×]03M-1[81】)。ま た 、ManもGluよ り 高 い 親 和 性 を も っ
た めGlyと よ く 置 換 す る こ と が 推 測 で き 、Gluの 場 合 よ り も 速 く 累 積 膜 は 分 解 した
(ManとGluの 結 合 定 数 は そ れ ぞ れ2.2×103M昌1,0.8×103M-1「82Dゴ・方 、ConAIGIy
累 積 膜 はGalで は ほ と ん ど 分 解 し な か っ た 。 こ の 理 由 と し て 、ConAはMan結 合
型 レ ク チ ン で あ る た めGalと ほ と ん ど結 合 せ ずConA-Gly結 合 に 影 響 し な か っ た
と 考 え られ る[83]。これ ら の 結 果 は 、nJlらか にConAと 糖 の 親 和 性 の 程 度 に 依 存 し






























Figure16はConAIGIy累積 膜 の 糖 の 種 類 と 濃 度 の 差 異 に 応 じ た 分 解 特 性 を 示 し
て い る 。 検 証 し た す べ て の 種 類 の 糖 類(Glu、Man、Me-a-Glu、Me-a-Man)を 高
濃 度 に す る と 累 積 膜 は 完 全 に 分 解 す るv例 え ば 、Gluで は50mMで 、Manと
Me-a-Gluでも20mMで 完 全 に 累 積 膜 が 分 解 し 、最 も 結 合 力 の 強 いMe-a-Manで は









































































ConAとDextお よび 合 成 糠 ポ リマ ー 交 互 累 積 膜 の 調 製 と糖 応 答 性
先 に 検 討 したGlyに か わ り、 天 然 糖 鎖 で あ るデ キ ス トラ ン(Dext)お よび3種
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類 の 合 成 ポ リ マ ー(PV・・MA、PV-MEA、PV-G)に つ い て1,〒」様 にConAと の 累 積 膜
調 製 の 検 討 を 行 っ た 。 こ れ ら の 糖 ポ リマ ー を 用 い てConAと 積 層 操 作 を 行 っ た と
こ ろGluが 修 飾 さ れ て い るPV-MAで の み 薄 膜 の 形 成 が 紫 外 可 視 分 光 法 お よ びQCM
法 か ら確 認 で き た 、 しか し、 他 の3種 類(Dext、PV-MEA、PV-G)の 糖 ポ リマ ー
を 川 い た 揚 合 は 累 積 膜 を 調 製 す る こ と が で き な か っ たv一 般 的 に 、ConAがMan
やGluと 結 合 す る 揚 合 は3位 と4位 の 水 酸 基 の 立 体 配 置 が 重 要 で あ る こ と が 知 ら
れ て い る[83]。PV-MEAは修 飾 さ れ て い る 糖 はGalで あ る た め 、 ま た 、PV-GはGiu
を 有 し て い る が3位 に 水 酸 基 が 存 在 し な い た め にConAと 結 合 す る こ と が で き な
い 。 ま た 、DextはGlyと 同 様 に グ ル コ ー ス ユ ニ ッ トか ら構 成 さ れ る た め 親 和 性 を
持 つ と 考 え られ る が 、 主 鎖 や 分1岐位 置 お よ び 分 子 の 形 状 の 違 い か ら 累 積 膜 を 形 成
す る 程 度 の 結 合 力 を 持 た な い こ と が 推 測 で き る(Glyは 主 鎖 が α一1,4結合 で あ り
α一1,6結合 で 分 枝 し て い る 。Dextは 主 鎖 が α一1,6結合 で あ りα一1,3結合 で 分 枝 し て い
るFigure9)。
ConA/PV-MA累 積 膜 に つ い て 固 定 化 量 の 検 討 を 行 っ た 。 累 積 膜 中 のConA固 定
化 量 はConA/Gly累 積 膜 の 場 合 と 同 様 に し て 計 算 し た と こ ろ0.5×10'11mo】cm'2で
あ り 、 こ の 値 はGlyを 用 い た 揚 合(1.4×10-:1molcm-2)に比 べ る と お よ そ35%程
度 で あ るuこ の 吸 着 量 の 違 い はpv-MAとGlyの 分 子 構 造 の 違 い に 山 来 して い る と
考 え られ 、直 鎖 状 のpv-MAはGlyに 比 べ て'F滑 な 薄 膜 表 面 を 形 成 しConAは 平 面
的 に 吸 着 す る た め に 固 定 化 量 が 減 少 し た と考 え ら れ る 。
緩 衝 溶 液 中 のConAIPV-MA累 積 膜 の 安 定 性 もConAIGIy累 積 膜 の 揚 合 と 同 様 に
調 査 し た と こ ろConAが2量 体 を 形 成 す る 領 域(pH6)で は3時 間 で 約30%分 解 し た
が 、 中 性 付 近 のpH7,8で 安 定 で あ る こ と を 確 認 し た(Figurel7)。ま た 、緩 衝 溶 液
il」に 累 積 膜 を3時 間 浸 し た 後 にGluを 添 加 し た と こ ろ 吸 光 度 の 減 少 が み られ 、Glu




























そ こで 、ConAIPV-MA累積 膜 の 糖 応 答 性 を 紫 外 可 視 分 光 法(Figurel8)およ び
QCM法(Figurel9)によ っ て 検 討 した 。 ど ち らの 検 討 方 法 で も大 き な 差 は 見 られ
ずConAIPV-MA累積 膜 の 糖 類 に よ る分 解 特 性 もConA/Gly累積 膜 の 場 合 と ほ ぼ 同
等 で あ りConAと 加 え られ た 糖 類 と の親 和 性 に 依 存 した応 答 性 を 示 した 。QCM法
に よ り検 討 し場 合 で は 、 これ ま で の 結 果 と比 較 す る とわ ず か に 分 解 速 度 が 遅 く な
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ConA/FcGly累積 膜 を使 用 した 糖 の 電 気 化 学 的 検 出
こ れ ま で の 研 究 に よ っ て 、ConAがGlyと 累 積 膜 を 形 成 す る こ と を 明 ら か に した 。
そ こ で 、Glyに 電 気 化 学 的 な マ ー カ ー で あ る フ ェ ロ セ ン(Fc)を 化 学 的 に 修 飾 して
電 気 化 学 的 なGluの 検 出 を 試 み た 。Fcは 鉄(II)イ オ ン に シ ク ロペ ン タ ジ エ ニ ル
ア ニ オ ン が 上 下 に2残 基 配 位 結 合 し た 構 造 で 、 き わ め て 安 定 な 酸 化 還 元 特 性 を 示
す た め 、Fe(III)/Fe(II)のレ ド ッ ク ス 電 位 は サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リー(CV)
測 定 の 際 に 基 準 と し て 用 い ら れ る 。
初 め に 、Fcを 修 飾 し たGlyで も 累 積 膜 が 調 製 可 能 で あ る こ と をQCM法 に よ り
調 べ た 。Figure20は積 層 操 作 ご と の 周 波 数 変 化 を 示 し 、 操 作 ご と に 周 波 数 の 減 少
が 見 られ 累 積 膜 の 調 製 が 確 認 で き た 。 こ の と き のConAの 吸 着 量 は220nglayer'i
(1.1×10'11molcm'2)であ り 、 未 修 飾Glyの 場 合(L4×10'11molcm'2)にく ら べ て わ ず
か に 少 な い 。Glyへ のFcの 修 飾 に よ りConAが 結 合 で き る 部 位 が 減 少 し て い る こ
と とFcに よ り 立 体 的 に 込 み 合 う た めConAが 結 合 し に く く な っ た た め と推 測 で き
る 。 一 方 、FcGlyは375nglayer'iの吸 着 が 見 ら れ た 。 フ ェ ロ セ ン の 修 飾 率4.3%を
















Figure21はConAIFcGly累積 膜 の 積 層 操 作 ご とのCVを 示 して い る。お よ そ0.34
V付 近 に 見 られ るFcの 酸 化 還 元 ピー クが 積 層 数 ご とに 増 加 して い る こ とか ら電 極
上 へ の 累 積 膜 の 形 成 が 確 認 で き る。 ま た 、積 層 数 が ト3の 累 積 膜 で は 酸 化 お よ び
還 元 ピー ク 電位 が 一 致 して お り電 極 上 に 固 定 化 され たFcの 特 徴 的 なCV形 を示 し
た[84,85】。 ま た 、ConAIFcGly累積 膜 のCVか ら電 荷 量(Q)を 求 め(Figurc22)




























QCM法 に よ り 累 積 膜 の 重 量 変 化 か ら 計 算 し たFcの 画 定 化 量 とCVで の 電 荷 量
(Q)か ら 計 算 し たFcの 固 定 化 量 の 比 較 をTable1.に 示 す 。 す べ て の 層 に つ い て
CVか ら導 か れ るFcの 固 定 化 量 はQCM法 の1/4ほ ど で あ る 、 ま た 、QCM法 か ら
計 算 さ れ た 値 は1層 当 た り 平 均 で4.8x10'i。molcm-2であ り 、CVか ら の 値 は
1.1×10-10molcm'2であ っ た 。 こ れ は 累 積 膜 中 のFcの す べ て は 電 極 反 応 を せ ず 、 電
気 化 学 的 活 性 を 持 た な い こ と を 示 し て い る 。 お そ ら く 、 累 積 膜 中 でFcが 存 在 す る
環 境 に 差 異 が あ り こ れ ら のFcは 電 極 と の 電 子 移 動 が 難 し い 状 態 に な っ て い る も の
と 考 え られ る 。 こ の よ う な 現 象 はFcを 修 飾 し た 高 分 子 で 作 製 し た 交 互 累 積 膜 で よ
く 見 られ る こ と で あ り 、た と え ば 、Fc-polyamine/PVS累積 膜 やFc-polyamine/DNA





































次 にConAIFcGly累積 膜 の 糖 応 答 性 を 検 討 した 。この 累 積 膜 も前 述 のConAIGly
累 積 膜 と 同様 に 糖 の 作 用 に よ り分 解 す る と 考 え られ 、 こ の 分 解 に 伴 い 竜 極Lに 固
定 化 され たFcGlyが 電 極Eか ら脱 離 す る こ とに よ る ピー ク電 流 値 の 減 少 が 期 待 で
き る。 実 際 に 、 電 極 上 の3層ConAIFcGly累積 膜 に100mMGIu添 加 前 後 のCVを
Figure23aに示 す 。Glu添加 前 はFcの ピー ク電 流 値 は0.34Vに2.3μAを示 して い
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る が 、Gluを 添 加 す る こ と で1.1μAま で 減 少 し た 。 同 様 に 、 電 極 一ヒの5層Con
A/FcGly累積 膜 で もGluに よ る ピ ー ク 電 流 値 の 減 少 が 見 られ た(Figure23b)。こ れ













次 に 糖 の 種 類 や 濃 度 に 対 す る 電 荷 量(Q)の 糖 応 答 性 に つ い て 調 査 を 行 っ た
(Figure24)。Glu、Man、Gal、Me-a-Glu、Me-a-Manの5種に つ い て 調 査 した 。
QoとQは そ れ ぞ れ 糖 添 加 前 後 のConA/FcGly累積 膜 の 雷 荷 量 で あ り、糖 応 答 性 は
QIQoで評 価 した 。QIQoは これ ま で の 累 積 膜 と同 様 にConAと の 親 和 性 と糖 の濃
度 に 依 存 した 応 答 性 が あ る た め糖 の検 出 に 利 用 で き る こ と が 確 認 で き た 。 しか し、
糖 応 答 に よ るQ/Qoの 減 少 が 完 全 に ゼ ロ に な る こ とは な か っ た 。 こ れ は ・部 の
FcGlyが霜 極 と非 特 異 的 な 吸 着=によ っ て結 合 して い る た め 、完 全 に 累 積 膜 が 分 解 し





















ConAとGlyや 糖 ポ リマ ー を用 い て 交 互 累 積 膜 調 製 お よ び 糖 類 に 対 す る応 答 性
に つ い て 検 討 した 。 初 め に 、ConAとGlyを 石 英 板 に 交 互 に 吸 着 させ 紫 外 可視 吸
収 ス ペ ク トル か ら累 積 膜 の調 製 を 確 認 したvこ の と きConA分 子 は ほ ぼ 単 分 〕孔層
を 形 成 して い た 。ConA/Gly累積 膜 を緩 衝 液 に 浸 してGluお よびManを 添 加 す る
と280mnの 吸 光 度 が減 少 し、 累 積 膜 が糖 の 種 類 や 濃 度 に依 存 して 分 解 す る こ とを
確 認 した 。
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ま た 、ConAを 用 い た 累 積 膜 はGlyだ け で な く、糖 を含 有 す る合 成 ポ リマ ー で あ
るPV-MAを 用 い て も調 製 可 能 で あ りConAIGIy累積 膜 の 場 合 と同 様 の 糖 応 答 性 を
示 した 。 しか し、ConAと 結 合 しに くいPV-MEA、PV-G、Dextからは 累 積 膜 を 調
製 す る こ とが で き な か っ た。
これ ら の結 果 を も とに して 、Fcを 修 飾 したGlyを 合 成 し電 気 化 学 的 なGluの 検
出 を 試 み た 。FcGlyとConAの 累積 膜 を グ ラ ッ シー カ ー ボ ン 電 極 上 に 被 覆 す る と
固 定 化 され たFcに 特 徴 的 なCVが み られ 、糖 の 作 用 で 累 積 膜 が 分 解 す る こ とでFc
の 電 荷 量 も減 少 した 。こ のCV応 答 も糖 の種 類 や 濃 度 に依 存 して お り、これ に よ り
糖 類 の 電 気 化 学 な 的 検 出 が で き る こ とを 確 認 した 。
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第3章 コ ン カ ナ バ リンA/グ リ コー ゲ ン複 合 体 の糖 応 答 性
3-1緒 言
分 光 学 的 な 糖 類 の 検 出 は 光 信 号 の 取 り扱 い が 容 易 で あ り 高 感 度 な た め 広 く 研 究
さ れ て い る[88-91]。特 に 優 れ た ア プ ロ ー チ の ひ と つ と してConAとDextが 複 合 体
を 形 成 す る こ と に よ り 誘 起 さ れ る 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 転 移(FRET;Fluoresccnce
resonanccenergytransfer)を利 用 した も の が あ げ ら れ る 【92-97]。FRETはあ る蛍 光
分 子 か ら 他 の 分 子 へ と励 起 エ ネ ル ギ ー が 移 動 す る 現 象 で 、 エ ネ ル ギ ー を 与 え る 分 子
は ドナ ー(供 与 体)、 受 け 取 る 分 子 は ア ク セ プ タ ー(受 容 体)と1呼ば れ る 。FRETが 起
こ る た め に は ドナ ー の 蛍 光 ス ペ ク トル と ア ク セ プ タ ー の 吸 収 ス ペ ク トル に 重 な り
が あ る こ と 、 ドナ ー と ア ク セ プ タ ・一 が 接 近(lnm～10nm)し て 存 在 す る こ と が 必
要 で あ り ドナ ー と ア ク セ プ タ ー の 相 対 的 な 向 き もFRET効 率 に 影 響 を 与 え る 。
FRETが 誘 起 さ れ た と き ドナ ー の 蛍 光 は 弱 ま り 、ア ク セ プ タ ー が 蛍 光 分 子 で あ れ ば
そ の 蛍 光 が 観 察 さ れ る こ と か ら 、 ドナ ー の 蛍 光 強 度 と ア ク セ プ タ ー の 蛍 光 強 度 を
モ ニ タ す る こ と でFRETの 測 定 が 行 え る 。
FRET
認 夢A蝉 瀬∴ ノ
Figure25.FRETofTRITC-ConAandFITC-Dext.
ConAとDextのFRETを 用 い た 糖 検 出 の 原 理 は 以 ドの と お り で あ る。 ドナ ー と
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してFITCを ラベ ル 化 した デ キ ス トラ ン(FITC-Dext)とア クセ プ タ ー と してTRITC
を ラベ ル 化 した コ ン カ ナ バ リ ンA(TRITC-ConA)は糖 一レ ク チ ン結 合 に よ り複 合
体 を形 成 す る。 こ の 状 態 で はFRETが 観 測 され るが 、 こ こ にGluな どの 糖 類 が 存
在 す る と複 合 体 が 分 解 し色 素 間 の 距 離 が 離 れ て しま た めFRETは 解 消 され ア ク セ
プ ター で あ るTRITCの 蛍 光 強 度 は 減 少 す る。 このFRETの 応 答 は 糖 の 種 類 お よ び
濃 度 に 対 して 鋭 敏 に応 答 す る た め に 糖 類 を検 出 す る こ とが で き る(Figure25)。こ
れ らFITCやTRITC以外 の色 素 と して マ ラ カ イ トグ リー ン 、ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、
カ ス ケ ー ドブ ル ー 、テ キ サ ス レ ッ ド、AMCA(7・・amino-4-methyl-coumarin)[92,98】
な どの 蛍 光 色 素 や エ オ シ ン の よ うな 無 蛍 光 性 分 子(消 光 剤)な ど さま ざ ま な 組 み
合 わ せ が 検 討 され 糖 類 の検 出 に 利 川 され て き た 。
しか し、糖 の 検 出 にFRETを 用 い る場 合 は 必 ず2種 類 以 上 の 蛍 光 色素 を使 川 し、
さ らに 、 ドナ ー とア クセ プ タ ー で あ る 蛍 光 色 素 は そ れ ぞ れ ドナ ー の 蛍 光 波 長 と ア
クセ プ タ ー の 吸 光 波 長 が 重 な っ て い る こ と が 必 要 で あ る た め 色 素 を 白 由 に 選 択 す
る こ とが で き な い.ま た 、 生 体 試 料 へ の 化 学 修 飾 は タ ンパ ク 質 の 変 性 な ど に よ る







そ こ で 、 著者 はFRETシ ス テ ム の こ れ らの 欠 点 を 改 喜 す る べ くFITC-ConAと
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Glyの形 成 す る複 合 体 を 用 い た 糖 類 の蛍 光 検 出 を検 討 した 。 蛍 光 色 素 で あ るFITC
は 色 素 の 存 在 す る環 境 の 影 響 を 受 け 蛍 光 強 度 が 変 化 し、 リボ ソー ム 内 に 高 濃 度 に
封 入 され た 場 合[99」や タ ン パ ク質 の 表 面 へ の 吸 着 や 接 近 す る こ と[100,101]で消 光
され る こ とが 知 られ て い る 。 た と え ば 、FITCの この よ うな 性 質 を応 川 しFITC一ビ
オ チ ン を 川 い て ア ビ ジ ン の 結 合 様 式 の 決 定 に利 川 され て い る[102-104](この 時 、
FITC-・ビオ チ ンの 蛍 光 強 度 は ア ビジ ン に 結 合 す る こ とで84～88%消 光 され る)。 こ
れ らの こ とか らFITC-ConAの 複 合 体 形 成 に伴 う蛍 光 特 性 変 化 を利 用 す る こ とで
FRETの よ うに2種 類 の 色 素 を川 い る こ とを避 け 、単 一 の 色 素 の み で の 糖 の 検 出 が







本 研 究 で はFITC-ConAの蛍 光 はGlyと複 合 体 を 形 成 す る こ とに よ っ て 消 光 され
蛍 光 強 度 が 減 少 す る こ と 、 こ の 消 光 作 用 が 糖 の 作 用 に よ る複 合 体 の分 解 で す み や
か に 回 復 す る こ と を 明 らか に した(Figure27)。
3-2実 験 方 法
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試 薬
FITC-ConA(フナ コ シ)、TRITC-ConA(フ ナ コ シ)、Gly(東 京 化 成)、Dext(東
京 化 成)、 そ の 他 の 試 薬 類 は 市 販 品 を そ の ま ま 使 用 し た 。 緩 衝 液 は す べ てTris-HC】
緩 衝 液(0.1M、pH7.4、1mMMnC12と1mMCaC12含 む)を 使 用 した 。
装置
蛍 光 ス ペ ク トル 測 定 はRF・-5300PC分光 蛍 光 光 度 計(島 津)を 使 用 した 。
FITC-ConA-Gly複合 体 の 調 製 と 蛍 光 測 定
FITC-ConAま た はTRITC-ConAとGlyま た はDext溶 液 を 混 合 し30分 間 お だ
や か に か く 搾 し て 複 合 体 を 形 成 さ せ た 。 こ の 複 合 体 溶 液 に 糖 類 を 加 え 蛍 光 ス ペ ク
トル を 測 定 した 。FITC-ConAとTRITC-ConAは そ れ ぞ れ488nmと555nmで 励
起 し た 。 全 て の 実 験 は 室 温(お よ そ20℃)で 行 っ た 。
3-3糸 吉果 と 考『{察
FITC-ConA-Gly複合 体 形 成 に よ る 蛍 光 へ の 影 響
FITCの蛍 光 強 度 は 色 素 が 存 在 す る 環 境 の 影 響 を 受 け て 変 化 す るた めFITCを
ConAに ラベ ル 化 したFITC-ConAの蛍 光 強 度 も糖 鎖 と複 合 体 を形 成 す る こ と に よ
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っ て 変 化 す る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 ま ず 初 め にConAと 結 合 す る こ と が 知 ら れ
て い るDextお よ びGlyに よ っ てFITC-ConAの 蛍 光 強 度 が ど の よ う に 影 響 を 受 け
る か を 調 査 し た 。
Figure28Aは1.0μgmL-IFITC-ConA溶液 と1.0μgmL'iDextまた はGly溶 液 を
混 合 後 の 蛍 光 ス ペ ク トル で あ る 。 す べ て の ス ペ ク トル は48811Mと515nmに2つ
の バ ン ドが 見 ら れ た 。4881… の 鋭 い バ ン ドは 励 起 光 の 波 長 と 正 確 に 一 致 し て い こ
と か ら励 起 光 の 散 乱 光 で あ る こ と が 分 か る(5pgmL'1よ り も 高 濃 度 溶 液 で は 散 乱
光 の 影 響 が 大 き く な りFITC-ConAの 蛍 光 を 測 定 し に く く な る)。 一 方 、515nmの
蛍 光 バ ン ドはFITC-ConA由 来 の 蛍 光 で あ る が 、こ の 蛍 光 強 度 はGlyの 存 在 で 明 ら
か に 減 少 し 、こ れ はFITC-ConAとGlyが 複 合 体 を 形 成 した た め で あ る と 考 え られ
る 。 ま た 、488nmの バ ン ドが 大 き く 上 昇 し て い る こ と か ら も 複 合 体 の 形 成 が 示 唆
さ れ る(大 き な 複 合 体 を 形 成 す る こ と で 散 乱 光 は 増 大 す る[731)。こ の 蛍 光 強 度 の
減 少 が 複 合 体 形 成 に よ るFITC-ConA沈 降 の せ い で な い こ と を 確 認 す る た め にGly
を 加 え る 前 後 のFITC-ConA溶 液 のFITC山 来 の 吸 収 ス ペ ク トル を 測 定 した と こ ろ 、
こ れ ら は 同 一・の 吸 収 ス ベ ク トル を 示 した 。 こ の と か ら 、 蛍 光 強 度 減 少 の 理 山 が 複
合 体 形 成 に よ る 沈 降 で は な くFITCが 消 光 され た た め で あ る こ と が 示 唆 さ れ たuし
か し、Dextの 揚 合 はGlyに 比 べ てFITC-ConAの 蛍 光 強 度 へ の 影 響 が 少 な く消 光
作 川 が 小 さ い 。 こ れ はConAと の 結 合 能 力 の 小 さ いDextで はFITCが 消 光 す る に
十 分 な 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 出 来 な い た め で あ り散 乱 光 の 上 昇 も 少 な い こ と か
ら も 示 唆 され る 。
次 に 、FITC-ConAのか わ りTRITC-ConAを 使 用 して 同 様 の 実 験 を お こ な っ た と
こ ろ 、TRITC-ConAはGlyを 添 加 し て も 蛍 光 強 度 に 影 響 を 受 け な い こ と が 明 ら か
に な っ た(Figure28B)。FITC・-ConAとTRITC-ConAの励 起 光(そ れ ぞ れ488nm
と555nm)の 散 乱 光 はGlyの 添 加 後 に1司様 に 増 加 し て い こ と か ら複 合 体 の 形 成 は
確 認 で き る 。 こ の こ と か ら 、TRITC-ConAの 蛍 光 強 度 が 減 少 し な か っ た 理 由 が り」
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白で な い が 消 光 作 用 の 差 異 は 也 素 の 化 学 構 造 に 依 存 して い る こ とが 明 らか あ り、

















































Figure29は、2.0μgmL"1のFITC-ConA溶 液 に 最 終 濃 度 が2.OpgmL-1と な る よ
う にGlyま た はDextを 添 加 し た 後 の 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 で あ る。Ioと1は そ れ ぞ
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れGly添 加 前 後 のFITC-ConAの蛍 光 強 度 で あ り消 光 効 果 は1/10で評 価 した 。 糖
鎖 添 加 後 、1/1。が 定 常 状 態 に 達 す る ま で に30分 以 上 も必 要 で【あ り、Glyを 添 加 し
た 場 合 は0.7まで 減 少 した が 、Dextでは0.95であ っ た 。 これ ら消 光 作 川 に 対 す る
GlyとDextの異 な る影 響 は そ れ ぞ れ の 糖 鎖 構 造 の 違 い に 由 来 して い る と考 え られ
(Figure9)、FITC-ConAはDextにく らべ てGlyと よ り強 く結 合す る た め 消 光 効
果 が 大 き く現 れ た と示 唆 され た 。 こ の 結 果 か らもDextはConAと 結 合 してFRET
を 誘 起 す る こ と は 出 来 る が 消 光 作 川 を与 え る ほ ど強 く結 合 で き な い こ と が 推 測 で
き る。 これ らの 理 山 か ら 、以 後 の 実 験 で は糖 鎖 と してGlyを 川 い てFITC-ConA複










FITC-ConA-Gly複合 体 の 糖 応 答 性
FITC-ConA-Gly複合 体 にGluを 添 加 す る と 、FITC-ConAの 糖 結 合 部 位 でGlu
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はGlyと 置 換 す る た め 複 合 体 が 分 解 し 、こ の 結 果FITC-ConAの 消 光 が 解 消 さ れ て
蛍 光 強 度 が 回 復 す る と 考 え られ る 。Figure30は、FITC-ConA-Gly複合 体 へ のGiu
の 影 響 を 示 し て い る 。2,0μgmL-IFITC-ConA溶液 と2.OpgmL'1Gly溶液 を 混 合 し
て 複 合 体 を 形 成 し、 最 終 濃 度 が0、10、20、50、100mMと な る よ うにGluを 加 え
た1分 後 の 蛍 光 ス ペ ク トル で あ る 。 結 果 、FITC-ConAの 蛍 光 強 度 は 仮 説 の よ う に
加 え られ たGluの 量 に 依 存 し て 増 加 し 、FITC-ConA-Gly複 合 体 に よ っ てGluを






























次 に 、FITC-ConA-Gly複合 体 にGluを 加 え た 時 の 蛍 光 強 度 の 経 時 変 化 を 測 定 し
た(Figure3D。FITC-ConA-Gly複 合 体 の 分 解 に 伴 う蛍 光 強 度 の 増 加 速 度 は 複 合
体 の 形 成 反 応 に 比 べ て 速 く 」00mMと50mMで はGlu添 加 後 そ れ ぞ れ30秒 と120
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秒 で 最 大 値 に 達 した 。 しか し、10と20mMで は200秒 以 上 で も'P衡に は 至 らず
Glu濃度 に 大 き く依 存 して い た。Glu検出 目的 で は 各 濃 度 の 糖 添 加 後 の 蛍 光 強 度 差













Figure32はFITC-ConA-Gly複合 体 の 糖 の 種 類 と 濃 度 に 対 す る 蛍 光 強 度 回 復 へ
の 影 響 を 示 して い る 。Glu、Gal、Man、Me-a-Glu、Me-a-Manの5種 類 の 糖 類 に つ
い て 調 査 し た 。FITC-ConAの 蛍 光 強 度 はGluで5～50mMの 濃 度 範 囲 に 対 し て 増
加 し 、 こ の 濃 度 範 囲 でGluの 検 出 に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 蛍 光 強 度
の 回 復 量(複 合 体 の 分 解 量)は 第2章 で 述 べ たConA/Gly交II二累 積 膜 と 同 様 の 序
列 を 示 し 、 こ れ ら の 応 答 は 糖 類 とConAと の 親 和 性 に 人 き く 依 存 し て い た 。 こ の
結 果 は 、FITC-ConA-Gly複 合 体 の 蛍 光 応 答 はConAの 生 物 学 的 な 特 異 性 に も と

















こ れ ら複 合 体 の 糖 に 対 す る 反 応 は 、GlyとGluの 競 合 的 な 平 衡 反 応 に も と つ い て
い る た めFITC-ConA-Giy複 合 体 の 濃 度 を コ ン ト ロ ー ル す る こ と に よ りGluの 感
度 と検 出 範 囲 は 制 御 可 能 で あ る と 考 え ら れ る,,こ の よ う な 理 由 か ら 、FITC-ConA
とGlyの 濃 度 を そ れ ぞ れ0.2、1.0、2.0、10と20μgmL-1と し たFITC-ConA-Gly
複 合 体 を 調 製 しGluに よ る 蛍 光 強 度 変 化 を 測 定 し た(Figure33)。0.2pgmL'1の
FITC-ConA-Gly複合 体 の 反 応 はFITC-ConAが 少 量 で あ る た め ほ と ん ど 応 答 が な
い が 、1.0～20μgmL-1のFITC-ConAとGlyで 調 製 した 複 合 体 はGlu濃 度 に 依 存 し
た 蛍 光 強 度 の 増 加 が 見 ら れ た 。 し か し 、 蛍 光 強 度 の 大 小 は あ る が 糖 応 答 性 は 複 合
体 濃 度 の 影 響 を 受 け る こ と は な くGluの 感 度 と検 出 範 囲 は 制 御 す る こ と が で き な
か っ た 。 ま た 、 同 様 に 複 合 体 中 のFITC-ConAとGlyの 重 量 比 を 変 化 さ せ て 複 合 体
を 調 製 し て も こ れ ら を 制 御 す る こ と が で き な か っ た 。 こ の 理 山 と し て 、Glyが ラ ン
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ダ ム に枝 分 か れ し た 構 造 の た め 、ConAやFITCの 濃 度 や 重 量 比 を反 映 し制 御 され
た 複 合 体 を 再 現 性 よ く形 成 す る こ とが 難 しい た め と考 え られ る。 今 後Glyに か わ
る よ うな 配 列 を 制 御 した 糖 修 飾 高 分 子 を デ ザ イ ンす る こ と で こ れ らの 問 題 は 克 服





























FITC-ConAはGlyと 特 異 的 な 親 和 性 に よ っ て 複 合 体 を 形 成 す る こ と で
FITC-ConA山来 の 蛍 光 が 消 光 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、こ のFITC-ConA
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一Gly複合 体 はGluに よ っ て 分 解 し、 こ の と き 消 光 され て い たFITCの 蛍 光 強度 は
Gruの濃 度 依 存 的 に 回復 した 。こ の こ とを 利 用 してGluの 蛍 光 検 出 が で き る こ と を
確 認 した 。 こ の現 象 は 単 一 の 色 素(FITC)の蛍 光 強 度 変 化 に も とつ い て お りFRET
に 必 要 な2種 の 蛍 光 色 素 のConAお よび 糖 鎖 へ の 修 飾 を 避 け られ る 点 で 優 れ て い
る。今 後 は 、Glyにか わ る構 造 の 制 御 され た 糖 鎖 をデ ザ イ ンす る こ とに よ っ て 感 度
の 向 上 や 検 出 範 囲 の 制御 、FITCよ り も環 境 影 響iを受 け て 特 性 が 大 き く変 化 す る蛍
光 色 素 を 用 い る こ と に よ り 口視 に よ る 検 出 が 期 待 で き る。
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第4章 コ ン カ ナ バ リンA一 グ リ コー ゲ ン複 合 体 を 内 包 す る
カ プセ ル の調 製 と糖 応 答 性
4.1緒 言
近 年 、 交 互 累 積 膜 法 を 用 い た ミ ク ロ カ プ セ ル の 調 製 方 法 が 開 発 され た 、 この 方
法 は 、 初 め に 、 ナ ノ ～ マ イ ク ロ メ ー トル サ イ ズ の 球 状 微 粒 子 の 表 面 に ポ リカ チ オ
ン とポ リア ニ オ ン の 高 分 子 電 解 質 を 甜 電 的 相 互 作 用 に よ っ て1層 ず つ 被 覆 して カ
プ セ ル 膜 を形 成 し、 そ の 後 微 粒 子 を 適 当 な 方 法 で 溶 解 除 去 す る こ と に よ りカ プ セ
ル を調 製 す る も の で あ る(Figure34)。カ プセ ル の 作 製 法 は 他 に も界 面 重 合 法 、 液
中 乾 燥 法 、 コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン法 、 オ リ フ ィ ス 法 、 噴 霧 乾 燥 法 な ど さ ま ざ ま あ る
が 、 こ の 方 法 は カ プ セ ル 作 製 の す べ て の 工 程 を水 溶 液 中 で お こ な え る こ と、 カ プ
セ ル 膜 の 材 料 を 自 由 に 選 択 で き る こ と な どの 利 点 が あ り機 能 性 ミク ロ カ プ セ ル の
開 発 に 広 く用 い られ て い る よ うに な っ た 。 こ の よ うな 理 由 か ら こ れ ま で 、 さ ま ざ
ま な種 類 の 機 能 性 カ プ セ ル が 開 発 され 、 酵 素[105-107]や薬 物[108,109]を内 包 す る
カ プ セ ル 、pHに 応 答 す る カ プ セ ル[]10-1】21、PBAを用 い た糖 刺 激 で 分 解 す るカ プ
セ ル[ll3]、Glu検出 カ プ セ ル[ll4-ll6]、レク チ ン結 合 性 カ プ セ ル[ll7jなど多 数 報
告 され て い る。
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Po】ycationPolyaniom









そ こ で 、 本 研 究 で は第3章 で検 討 したFITC-ConA-Gly複合 体 を カ プ セ ル に 封
入 す る こ とでGlu検 出 ミク ロカ プ セ ル の 調 製 を試 み た 。 こ の 複 合 体 を カ プ セ ル 化
す る こ と に よ りGiu反 応 後 に 洗 浄 す るだ け でGluを 取 り除 く こ とが で き る た め 、
く り返 しの 利 川 が 期 待 で き る。ま た 、FITC-ConA-Gly複合 体 を 見 か け 一【二固 体 と し
て 取 り扱 う こ と が で き る た め 基 板 に 固 定 化 す る こ とが 可 能 に な る と考 え られ る。
しか し、 こ の 交 互 累 積 膜 を 用 い た カ プ セ ル 調 製 方 法 は 問 題 点 が 二 つ あ る 。 一 つ
[の 問 題 点 は 、 カ プ セ ル の テ ン プ レー トとな る 芯 物 質 を溶 解 す る た め の 反 応 に 過
酷 な 条 件 を必 要 とす る こ とで 、 通 常 芯 物 質 に 用 い られ る メ ラ ミン ホール ム ア ル デ ヒ
ド樹 脂[118,1191や二酸 化 ケ イ 素[108,110]の微 粒 子 は そ れ ぞ れ 強 酸 性 条 件 や フ ッ化
水 素 に よ っ て 溶 解 す る 必 要 が あ る。 した が っ て 、 これ ら の 芯 物 質 を 用 い た 場 合 は
酵 素 や 抗 体 な ど の タ ン パ ク質 が 変 性 す る 危 険 性 が あ る た め機 能 性 を維 持 した ま ま
カ プ セ ル に 封 入 す る こ とが 難 しい 「IO5]。ま た 、 ア ル ギ ン 酸 一カ ル シ ウ ム ミク ロ ゲ ル
や デ キ ス トラ ン ミ ク ロ ゲ ル を芯 物 質 と して 使 用 した カ プ セ ル も あ る が 、 交 互 累 積
膜 を 被 覆 した 後 も 内 部 に これ ら の 高 分 子 が 残 る た め に 完 全 な カ プ セ ル とは 言 い が
た い[120,121】。 二 っ 口の 問 題 点 は 、 微 粒 子 で あ る芯 物 質 に カ プ セ ル 膜 材 料 を 被 覆
して カ プ セ ル を 調 製 す るた め 内 包 させ た い 物 質 を 高 濃 度 に封 入 す る こ と が 難 しい
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こ とで あ る。 実 際 、 メ ラ ニ ン ホー ル ム ア ル デ ヒ ド樹 脂 に 内 包 させ た い 物 質 で あ る
TRITC-ConAとFITC-Dextの累 積 膜(FRETを 利 用 したGluの 検 出)を 調 製 し、
そ の 後 カ プ セ ル 膜 で あ るPAHIPSS累積 膜 を 被 覆 、塩 酸 処 理 す る こ と で 調 製 した糖
類 応 答 性 マ イ ク ロ カ プ セ ル が 報 告 され て い る が 、 この 方 法 で は 糖 の 検 出 に 必 要 十
分 量 のTRITC-ConAとFITC-Dextをカ プ セ ル 内 に 封 入 す る こ とが で きず 蛍 光 強 度
変 化 は 均 一 系 条 件 と比 べ て極 微 量 で あ っ た[1141。
そ こ で 、本 研 究 で は これ らの 問題 点 を克 服 す る た め に 芯 物 質 と な る 粒 子にCaCO3
を用 い て カ プ セ ル を調 製 す る こ と に した 。CaCO3粒子 はCaC12と(NH4)2CO3溶液 を
混 合 す る こ とで 容 易 に マ イ ク ロ メ ー ター サ イ ズ の粒 子 を 形 成 し[107,122]、EDTA
を用 い る こ とで 温 和(pH7.4)な条 件 で 溶 解 させ る こ とが 可能 で あ るた め 生 体 試 料 の
カ プ セ ル 化 に 有 効 で あ る[107,122]。ま た 、CaCO3は形 成 す る と き 内 部 に物 質 を 取
り込 む こ とか ら高 濃 度 でFITC-ConA-Giy複合 体 を封 入 す る こ とが で き る と考 え
た[123]。こ の 方 法 は 、 カ プセ ル に 内 包 させ た い 物 質 を微 粒 子 に 被 覆 す る 方 法 で 封
入 した 場 合 に比 べ て カ プ セ ル 内 へ の 充 填 率 が5倍 以 上 大 き くな る と 報告 され て い
る[124]。複 合 体 を 封 入 す る カ プ セ ル 膜 に つ い て は ポ リカ チ オ ン と して 直 線 状 の
PAHお よ び 分 岐 状 のPEIを 用 い 、ポ リア ニ・オ ン と してPSSを 川 い たuこ の よ うに
して 調 製 した 糖 応 答 性 カ プ セ ル は 蛍 光 顕 微 鏡 と走 査 電 子 顕 微 鏡 で 粒 子 サ イ ズ や 形
状 を観 察 し、Glu応答 性 と再 利 用 性 に つ い て 蛍 光 強 度 か ら検 討 した 。
4-2実 験 プブ法
試薬
FITC-ConA(フ ナ コ シ)、TRITC-ConA(フ ナ コ シ)、Gly(東 京 化 成)、PSS
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(Scientificpolymerproducts,inc)、PAH(日東 紡)、PEI(ナ カ ラ イ テ ス ク)そ の
他 の 試 薬 類 は 市 販 品 を そ の ま ま 使 川 し た 。緩 衝 液 は す べ てTris-HCI緩 衝 液(0.lM、
pH7.4、lmMMnC12と1mMCaCl2含 む)を 使 用 し た 。PAHとPEIをTRITCで ラ
ベ ル 化 し そ れ ぞ れTRITC-PAHとTRITC・ ・PE1を 合 成 し た 。
装 置
蛍 光 ス ペ ク トル 測 定 はRF-5300PC分 光 蛍 光 光 度 計(島 津)を 使 用 し た 。 カ プ セ
ル は 蛍 光 顕 微 鏡(IX70,0LYMPUS)と 走 査 電 子 顕 微 鏡(S-3200N,HITACHI)で観
察 した 。
FITC・・ConA-Gly複合 体 を 内 包 し た カ プ セ ル の 調 製
初 め にFITC-ConA-Gry複 合 体 を 含 有 す るCaCO3粒 了 を 調 製 し た 。FITC-ConA
(200μg)とGly(200μg)を 緩 衝 液(10mL)に 加 え 混 合 し 、 ・時 間 お だ や か に
か く 枠 して 複 合 体 を 形 成 させ た 。こ の 溶 液 にCaC12(222mg)を溶 解 さ せ 、FITC-Con
A-Gly複 合 体 を 含 むCaCl2溶 液 を 調 製 した(溶 液A)。 ま た 、PSS(40mg)と(NH4)2CO3
(192mg)を緩 衝1夜(10mL)に 溶 解 し溶 液Bを 調 製、し た 。 溶 液Bを か く 絆 し な が
ら 、 溶 液Aを 素 早 く注 ぎ30分 間 か く 拝 しCaCO3粒 子 を 調 製 し た 。PSSを 共 存 さ
せ る こ と で 綺 麗 な 球 状 粒 子 と な る 。 こ のCaCO3粒 子 を 遠 心 分 離 し て 集 め 緩 衝 液 で
洗 浄 す る こ と に よ っ てFITC-ConA-Gly複合 体 を 含 有 す るCaCO3粒 子 を 得 た 。
次 に 、こ のCaCO3粒 子 に 高 分 子庵 解 質 の 累 積 膜 を 被 覆 して カ プ セ ル を 調 製 した 。
CaCO3粒子 をPEI(2mgmL'1)溶 液 に 分 散 し15分 間 お だ や か に 撹 拝 しCaCO3粒 子
表 面 にPEIを 吸 着 さ せ た 。 こ れ を 遠 心 分 離 して 粒 子 を 沈 め 」二清 のPEI溶 液 を 除 い
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た 後 、 緩 衝 液 を 加 え て 洗 浄 し た 。 同 様 にPSS(2mgmL昌1)溶 液 に 分 散 し 、PEIと
の 静 電 的 相 互 作 用 に よ りCaCO3粒 子 に 吸 着 さ せ た 。 こ れ ら の 操 作 を く り返 し行 い
カ プ セ ル 膜 を 作 製 した 。 最 後 に 、 過 剰 量 のEDTA(0。lM、pH7.4)溶 液 でCaCO3
粒 子 を 溶 解 しFITC-ConA-Gly複 合 体 を 内 包 し た カ プ セ ル を 作 製 し た 。
FITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 した カ プ セ ル の 糖 応 答 性 評 価
カ プ セ ル は 、600nmに お い てO.D.0」5に な る よ うに希 釈 し、 励 起 波 長 を488
11Mとして 糖 を加 え た5分 後 の 蛍 光 ス ペ ク トル を 測 定 した 。
カ プ セ ル の 再利 用 性 の 検 討 は 以 下 の よ うに して 行 っ た。 カ プ セ ル を使 い 捨 て セ
ル に分 散 しGlu(100mM)を 加 え5分 後 の 蛍 光 強 度 を 測 定 した。 次 に 、 カ プ セ ル
が 分 散 して い る セ ル を遠 心 分 離 しGluを 含 む 上 清 を 捨 て 、 緩 衝 液 で カ プ セ ル を 洗
浄 し蛍 光 強 度 を 測 定 した。 再 び 、Glu(100mM)を 加 え 蛍 光 強 度 を 測 定 した 。 こ
れ らの 操 作 を く り返 し行 い カ プ セ ル の再 利 用 性 の検 討 を 行 っ た 。
4-3結 果 と 考 察
FITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 し た カ プ セ ル の 調 製
CaCO3微粒 子 はCaC12と(NH4)4CO3の溶 液 を 混 合 す る と 瞬 時 に 形 成 し 、 こ の と き
内 部 に 溶 液 中 の 物 質 を 取 り 込 む こ と が 知 られ て い る 。 そ こ でFITC-ConA-Gly複
合 体 を 含 むCaCl2溶 液 と(NH4)4CO3溶1イ交を 混 合 し てCaCO3粒 子 を 調 製 し 、蛍 光 顕 微
鏡 お よ び 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 観 察 した(Figure35)。ど ち ら の 観 察 で も球 状 の
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微 粒 子 の 形 成 が 確 認 で き 平 均 粒 子 サ イ ズ は3～5μmほ ど で あ っ た 。 ま た 、 蛍 光 顕 微
鏡 か ら はFITC-ConA山 来 の 蛍 光 が 確 認 で き る た め 、FITC-ConA-Gly複 合 体 が
CaCO3粒子 内 に 取 り込 ま れ て い る こ と を 確 認 した(Figure35a)。こ れ ら の こ と か ら 、
こ の よ う に し て 調 製 し たCaCO3粒 子 を カ プ セ ル 調 製 の た め の 芯 物 質 と し て 利 用 す
































このFITC-ConA-Gly複合 体 を含 有 す るCaCO3粒子 を芯 物 質 と してカ プセ ル を
調 製 し た 。 カ プ セ ル 膜 は ポ リ ア ニ オ ン で あ るPSSと ポ リカ チ オ ン で あ る
TR置TC-PAHおよびTRIC-PEIの交互 累積 膜 を静 電 的相 互 作 丹]によ り調製 した(蛍
光 顕微 鏡 観 察 の た めポ リカ チ オ ンにTR[TCを標 識 した)。カ プ セル 膜 形成 の確 認 は 、
まず 蛍光 顕 微鏡 で行 った。TRITc-PAH/Pss累積 膜 、TRiTc-PEI/Pss累積 膜 の ど
ち らの カ プセル も積層 数 が1～3層 の場 合 で はカ プセ ル膜 が 薄す ぎ るた め に力 学 的
強 度 が足 りずCaCO3粒子 を溶解 除去 す るた め のEDTA処 理 中 に壊 れ て しま い カ ブ
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セル は形 成 しなか った。 しか し、積 層 数 が4以 上 の場合 で は、TRITC-PAHIPSS累
積 膜 、TRITC-PEIIPSS累積 膜 の どち らをカ プセル 膜 と して も球 状 の カ プセル 形 成
が確 認 で きた。 この ときの 蛍 光顕微 鏡 の観 察 で はTRITCの 蛍 光 が カ プセル の外側
に強 く発 光 し、FITCの緑 の蛍 光 が カ プセル の 内側 で強 く発 光 してい た こ とか ら、
カ プセ ル 内 にFITC-ConA-Gly複合 体 が 封入 され て い る こ とが確 認 で きた。ま た、
冠 子 顕微 鏡 で は球状 で あ り芯 物 質 で あ るCaCO3とほ ぼ 同サ イ ズ の3～5μmの カ プセ







FITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 し た カ プ セ ル の 糖 応 答 性
FITC-ConA-Gly複 合 体 を 内 包 す る カ プ セ ル を 調 製 す る こ と が で き た の で 、 次
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に糖 類 に 対 す る応 答 性 を調 査 した 。 カ プ セ ル を 分 散 した 緩 衝 液 に 最 終 濃 度 が そ れ
ぞ れ0、10、20、50、100mMと な る よ うにGluを 添 加 した5分 後 の 蛍 光 ス ペ ク
トル をFigure37に示 した(カ プ セ ル 膜 は(PEIIPSS)4)。第3章 の 結 果 と同 様 に
FITC-ConA由来 の蛍 光 強 度 が 濃 度 依 存 的 に増 加 したt,これ は溶 液 中のGlu分 子 が
カ プ セ ル 膜 を 透 過 して 内 部 の 複 合 体 に 作 川 し分 解 した た め と考 え られ 、FITC-Con


















































そ こ で 、 カ プ セ ル 膜 を構 成 す る 累 積 膜 の違 い に よ るGlu応 答 性 へ の影 響 を 調 査
した。 カ プ セル 膜 をPAHIPSSお よびPEIIPSS累積 膜 と して 調 製 した カ プセ ル を
分 散 した 緩 衝 溶 液 に100mMと な る よ うにGluを 添 加 した5分 後 の 蛍 光 強 度 の 変
化 をTable2.に示 す 。累 積 操 作 回 数 は4～6と した。Gluの応 答 性 は 緩 衝 液 中 で の 蛍
















カ プ セ ル 膜 がPEIIPSSで 積 層 数 が4の 場 合 で は 、1/10はGlu添 加 後 に5分 ほ ど
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で 定 常 状 態 の1.55まで 増 加 しGluに 対 す る 高 い 応 答 性 を示 した。しか し、PEIIPSS
の 積 層 数 が5お よび6の 場 合 、i/ioはそ れ ぞ れL42お よびO.92と減 少 した(1よ
り小 さい の は 測 定 誤 差 と考 え られ る)。 これ は 、 積 層 数 が 多 く厚 い カ プ セ ル 膜 で は
Gluの膜 透 過 性 が 減 少 し、内 部 の 複 合 体 にGluが 作 用 しに く くな る た め で あ る 。ま
た 、 同 様 にPAHIPSSを 用 い た カ プ セ ル で はGluの 応 答 性 はPEIIPSSに比 べ て 低
く、最 も 良好 だ っ た(PAH/PSS)4累積 膜 で も1」3で あ っ た 。 こ の カ プセ ル 膜 に よ る
応 答 性 の 差 はPEIとPAHの 構 造 の 違 い に も とつ い て い る と考 え られ る。Figure39
に 示 した よ うにPE1は 枝 分 か れ構 造 の 高 分 子 で あ りPAHは 直線 状 の高 分 子 で あ る
た め 、PEI/PSS累積 膜 はPAH/PSS累積 膜 に 比 べ て 疎 な 膜 構 造 とな り透 過 性 の 良 い
累積 膜 を形 成 す る こ とが 知 られ て い る[125]。以 後 の 実 験 で は 最 も優 れ たGlu応 答











各 種 糖 類 に 対 して の 蛍 光 応 答 性 をFigure40に 示 し た 。結 果 は 、第2章 お よ び 第
3章 と 同 様 にConAと 糖 類 の 親 和 性 に 依 存 し た 応 答 性 を 示 し 、 カ プ セ ル の 蛍 光 強
度(1/lo)は 、Me-Manで は10mM、Me-Gluで は20mM、Manで は50mM、Glu
で は100mMで 応 答 が 飽 和 した 、,また 、ConAと 作 用 しな いGalで は 応 答 が 見 ら
れ な か っ た 。こ れ ら 各 種 糖 に 対 す る 糖 応 答 性 は 均 一 系 と ほ ぼ 同 等 で あ り 、FITC-Con














ま た 、 こ の とき 芯 物 質 で あ るCaCO3をEDTA処 理 しな けれ ばGluに よ る応 答 は
最 大 で も1/loは1.2程度 で あ り十 分 な 応 答 性 が 得 られ な か っ た(Figure41)。この
理 山 と して は 、 一卜分 なEDTA処 理 後 で はCaCO3がす べ て 取 り除 か れ るた めGluが
カ プセ ル 内 部 の 大 部 分 のFITC-ConA-Gly複合 体 と 自由 に反 応 で き る の に対 し、
処 理 前 で はCaCO3粒 子 内 部 の 複 合 体 に 接 近 で き な い た め に作 用 す る こ とが で きず 、
一 部 の 粒 子 外 側 付 近 に 存 在 す る複 合 体 の み に 作 用 す る た め 蛍 光 回 復 量 が 減 少 し た
と 考 え られ る。 こ の こ とか らカ プ セ ル の機 能 性 発 現 に は 十 分 なEDTA処 理 が 必 要
で る こ とが 示 唆 され 、 本 実 験 で 用 い た カ プセ ル はEDTA処 理 でCaCO3が取 り除 か












FITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 した カ プ セ ル の 再利 用 性 の 検 討
FITC-ConAとGlyは可 逆 的 結 合 に よ り複 合 体 を形 成 して い る た め 、反 応 後 に カ
プセ ル 内 部 か らGluを 除 去 す る と分解 したFITC-ConAとGlyが 再 び 複 合 体 を形
成 す る と考 え られ るvこ の た め 、 こ の カ プ セ ル はGluを 緩 衝 液 で 洗 浄 す る こ と で
く り返 しの カ プ セ ル 応 答 が 期 待 で き る こ と か らカ プ セ ル の 再 利 用 性 を 検 討 し た
(Figure42)。こ の 結 果 、FITC-ConA-Gly複合 体 を 含 む カ プ セ ル の100mMGIuの
応 答 は4回 の く り返 し使 用 ま で 見 られ 、 蛍 光 強 度 は 一 つ 前 のGlu洗 浄 後 の 緩 衝 液
に く らべ てGlu添 加 後 に 上 昇 した 。 こ の こ とか ら洗 浄 操 作 に よ りGluを カ プ セ ル
内 部 か ら除 く と、FITC-ConとGlyは再 び複 合 体 を 形 成 し、 く り返 しの カ プ セ ル 利
用 が 示 唆 され た。 しか し、Gluによ る反 応 はGlu添 加 と洗 浄 を く り返 す 度 に 蛍 光 強
度 が 大 き く減 少 して い っ た 。 こ の 理 由 と して 、Gluと 反 応 し複 合 体 か ら解 離 した














そ こ で 、カ プ セ ル か らのFITC-ConAの漏 出 量 を 調 査 した 。カ プ セ ル か ら漏 出 し
たFITC-ConAの蛍 光 強 度 の 推 移 の 結 果 をFigure43に示 す 。 カ プセ ル を 使 い 捨 て
セ ル 中 に 分 散 し穏 や か に か く拝 して 一定 時 間 ご とに 遠 心 操 作 を お こ な い 上 清 の 蛍
光 強 度 を測 定 す る こ とでFITC-ConAの漏 出 量 を評 仙 した 。カ プ セ ル は遠 心 操 作 に
よ りセ ル の 底 に 沈 み 、 漏 出 したFITC-ConAは上 清 に存 在 す る。 初 め の120分 間
の 蛍 光 強 度 は 変 化 が 少 な く複 合 体 の 状 態 で はFITC-ConAは カ プ セ ル か ら漏 れ 出
さ な い こ と が 分 か る。 ま た 、遠 心 操 作 で は カ プ セ ル 膜 が 壊 れ て 中 のFITC-ConAが
漏 れ 出 さな い こ と も明 らか に な っ た 。 しか し、100mMGIuを添 加 す る と1=清の蛍
光 強 度 が 大 き く増 加 して い る こ とか らFITC-ConAの漏 出 が 確 認 で き た。 これ らの
こ とか ら、FITC-ConAはGlyと複 合 体 形 成 して い る状 態 で は、 複 合 体 が カ プ セ ル
膜 の 隙 間 に 対 して 十 分 に 大 きい た め に カ プ セ ル か ら漏 出す る こ とは な い が 、Gluと
反 応 し複 合 体 が 分解 す る とFITC-ConAは カ プ セ ル か ら漏 れ 出 して しま う と考 え
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られ る(同 時 にGlyも 漏 出 して い る こ とが 推 測 で き るFigure44)。こ の よ うな 理 由
か らFigure43のよ うに く り返 し操 作 ご とに 蛍 光 強 度 が 減 少 して い っ た と考 え られ
る 。 本 研 究 で は カ プ セ ル 膜 はGluと の 応 答 性 か ら(PEIIPSS)4を利 用 し た が
FITC-ConAを漏 出 させ ずGluと 速 や か な 応 答 を示 す 累積 膜 の 探 索 が 必 要 で あ る
(厚い 、も しく は密 な カ プ セ ル 膜 を用 い る こ とでFITC-ConAの漏 出 を 防 ぐ こ とが


































































本 章 で はFITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 した カ プ セ ル を調 製 しGlu応 答 性 を 調
査 した。 初 め にFITC-ConA-Gly複合 体 を含 有 したCaCO3粒子 を調 製 し、 これ を
芯 物 質 と して 交 互 累 積 膜 法 を 用 い て カ プ セ ル 膜 を被 覆 した 。 次 にEDTAでCaCO3
を 完 全 に溶 解 す る こ と で粒 子 サ イ ズ が3～5FLmのGiu応 答 性 カ プ セ ル を 調 製 した 。
カ プ セ ル 膜 にPEVPSSお よびPAAIPSSを用 い た 場 合 は積 層 操 作 が4以 ヒで カ プ セ
ル の形 成 を 確 認 した 。 これ らの カ プ セ ル のGlu応 答 性 は(PEIIPSS)4膜が 最 も優 れ
て お り5分 以 内 で 速 や か な蛍 光 強 度 の 増 加 が 見 られ た 。 ま た 、 こ の応 答 はConA
と糖 の 親 和 性 に 由 来 し、FITC-ConAは活 性 を維 持 した ま ま カ プ セ ル に封 入 で き る
こ と を 示 した 。 この カ プ セ ル は く り返 し利 川 で き る 可 能 性 が 示 唆 され た が 、糖 と
応 答 す る た び にFITC-ConAの漏 出 が 認 め られ たv
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第5章 結論
木 研 究 で はConAを 利 用 したGlu検 出 方 法 を検 討 した 。 初 め に 、ConAとGly
の 親 和 性(糖 一レ クチ ン結 合)を 駆 動 力 と して 交 互 累 積 膜 を 作 製 し、 糖 応 答 性 を 検
討 した。 こ の 累 積 膜 はGluやManな どの 塘 類 に よっ てConA-Gly結合 が 切 断 され
る た め 分 解 し、 こ の 糖 応 答 性 は 加 え る 糖 の 種 類 や 濃 度 に 依 存 して い た 。 さ ら に 、
糖 ポ リマ ー で あ るPV-MA、PV-MEA、PV-G、Dextを用 い てConAと 積 層 操 作 を 行
っ た と こ ろPv-MAの みGlyと 同 様 の 糖 応 答 性 を 示 した。ま た 、GlyにFcを 修 飾 し
たFcGlyとConA累 積 膜 を 霜 極1=に調 製 す る こ とでGluの 電 気 化 学 的検 出 に 成 功
した。
次 に 、FITC-ConA-Gly複合 体 を利 用 したGluの 蛍 光 検 出 方 法 を 検 討 した 。Con
Aに ラベ ル 化 され たFITCはFITC-ConAがGlyと複 合 体 を 形 成 す る と消 光 され る
こ と を 明 らか に した 。 ま た 、 こ のFITc-conA-Gly複合 体 は 累 積 膜 と同 様 にGlu
に よ っ て 分 解 し、この とき 消 光 され て い たFITCの 蛍 光 はGluの 濃 度 依 存 的 に 回 復
す る た め 、 こ の 性 質 を利 用 したGluの 蛍 光 検 出 を 確 認 した。 この 現 象 は 単 一 の 蛍
光 色 素(FITC)の み の 蛍 光 変 化 に も とつ い て い る た め 、 常 用 され るFRETシ ス テ
ム に 必 要 な2種 の 蛍 光 色 素 の使 用 を 避 け られ る点 で 優 れ て い る。 今 後 、 よ り効 果
的 な 消 光 作 用 を もつ 糖 鎖 を デ ザ イ ン す る こ とや 複 合 体 の 形 成 で 色 調 の 大 き く変 化
す る環 境 応 答 性 色 素 を 利 用 す る こ と で これ ら を 改 善 し 目視 に よ るGluの 検 出 が 期
待 で き る。
最 後 に 、 こ のFITC-ConA-Gly複合 体 を 内 包 す る ミク ロカ プ セ ル の 調 製 を検 討
した。 カ プ セ ル の 芯 物 質 にCaCO3微 粒 子 を 川 い 、(PEIIPSS)4累積 膜 を被 覆 す る こ
と でFITC-ConAを 変 性 す る こ と な く活 性 を維 持 した ま ま カ プ セ ル 化 す る こ とが
で き た。 ま た 、Gluの応 答 性 も均 一 系 の 場 合 と同 程 度 で あ っ た 。 この 方 法 はConA
以 外 の 生 体 試 料 を 川 い た 場 合 で も応 用 可 能 で あ り今 後 の機 能 性 カ プ セ ル の 開 発 に
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有 川 で あ る と考 え られ る。 しか し、(PEIIPSS)4カプ セ ル 膜 で はFITC-ConAが漏 れ
出 て し まい く り返 しのGlu検 出 が 出 来 な か っ た 。PAHな どの 高 分 子 を 用 い る こ と
や 累積 操 作 回 数 を増 や す こ と でFITC-ConAを漏 出 させ な い こ とは 可能 で あ る が 、
こ の 場 合 はGlu応 答 性 が 著 しく減 少 す る。今 後 は 、封 入 したFITC-ConAを漏 出 さ
せ る こ と な くGluの 透 過 性 が 良 い カ プ セ ル 膜 を 検 討 す る こ と で 完 全 に く り返 して
利 用 で き る カ プ セ ル の 調 製 を 目指 す こ とが 必 要 で あ る。
ConAを 認 識 材 料 に 川 い てGluの 検 出 方 法 を 検 討 して き た が 、今 回 検 討 した 方
法 の ほ か に もい ろ い ろ な 応 川 が 期 待 で き る。 しか し、Gluの検 出感 度 は 認 識 材 料 と
Gluとの 親 和 性 に 大 き く依 存 す る た めConAを 使 用 す る 限 り大 きな 感 度 上 昇 は 期
待 で き な い 。 本 研 究 で は 安 価 な レ クチ ン で あ り比 較 的 安 定 な 生 体 試 料 で あ る とい
う理 由 か らConAを 利 用 して き た が 、 今 後 は 、 よ り親 和 性 の 人 きい レク チ ン を 検
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本 研 究 を 行 うに あ た り、 終 始 変 わ らぬ 御 指 導 、 御 鞭 燵 を 賜 りま した 東 北 大 学 大
学 院 薬 学 研 究 科 安 斉 順 ・教 授 に 心 か ら感 謝 い た しま す 。 ま た 、 本 論 文 に 対 して
有 益 な 御 助 言 を 賜 りま した 東 北 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 科 岩 田錬 教 授 な ら び に 三浦
隆 史 准 教授 に 深 く感 謝 い た しま す 。
ま た 、 有 益 な 御 批 評 、 御 討 論 を い た だ き ま し た 東 北 大 学 大 学 院 薬 学 研 究 科 物 性
解 析 科 学 分 野 の 皆 様 に 深 く感 謝 い た します 。
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